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１．要約 
 
免疫系ヒト化マウスとは、異種細胞を拒絶しない免疫不全マウスにヒト造血幹細胞を
移植し、血球系・免疫系の再構築を行ったマウスを指す。ヒトの免疫系を in vivo で
解析するのに適したマウスモデルであり、多岐におよび利用されている。しかし従来
のヒト化マウスでは適切な液性免疫応答が欠如しており、ヒト免疫応答を再現するこ
とができないのが最大の問題点であった。その原因の一つとして、ヒトとマウスの
MHC（major histocompatibility complex：主要組織適合遺伝子複合体）分子の違いがあ
げられた。すなわち、免疫系ヒト化マウスでは、マウス内で分化したヒト T 細胞がマ
ウス MHC 拘束性（マウスの MHC のみを認識）であるために、HLA を発現するヒト
B 細胞と相互作用ができず、ヘルパーT 細胞からの抗体クラススイッチ誘導に必要な
シグナルが B 細胞に供与されないことが推察された。この免疫応答不全を改善するた
め、今回、マウス・ヒト間で MHC 分子を一致させたヒト化マウスモデルを作成した。
超免疫不全マウスである NOD/shi-scid/γcnull（NOG）マウスにヒト MHC クラス II 分子
である HLA（human leukocyte antigen：ヒト白血球型抗原）-DR4 分子をマウスの MHC
クラス II プロモータ下に発現させたトランスジェニックマウスを作成した
（NOG/HLA-DR4）。さらにマウス MHC クラス II 分子をコードする I-A 遺伝子をノッ
クアウトしたマウスと掛け合わせ、MHC クラス II 分子が全てヒト HLA-DR4 分子と
なる NOG マウスを作成した（NOG/HLA-DR4/IA-/-）。このマウスに同じ HLA クラス
II のハプロタイプを有するヒト造血幹細胞を移植することにより、HLA の一致した免
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疫系ヒト化マウスを作成した。HLA 一致ヒト化マウスでは従来のヒト化マウス同様
にヒト T 細胞と B 細胞が観察され、in vivo で TNP-OVA（trinitrophenol：トリニトロ
フェノール、ovalbumin：オブアルブミン）タンパクで免疫すると、抗原特異的な IgG
抗体の産生がみられ、免疫応答が改善していることが示された。一方、HLA 不一致
の造血幹細胞を移植されたヒト化マウスでは抗体のクラススイッチは確認できなか
った。つまり、HLA 分子の一致により免疫応答が改善したものと判断された。今回
作成したヒト化 NOG/HLA-DR4/IA-/-マウスはヒト免疫応答の in vivo での解析に理想
的なモデルマウスと思われた。 
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２．研究背景 
 
免疫不全マウスの出現により、ヒト細胞の異種間移植が可能となり、in vivo でヒト細
胞の解析ができるようになった[1, 2] 。これらのヒト化マウスは血球系や免疫系の恒常
性の維持について深い理解を得られるモデルであると同時に[3-5]、ヒト感染症や悪性腫
瘍などの in vivo での細胞動態についても解析が可能である。解析の対象がマウス細
胞からヒト細胞へと移行できることは画期的な試みであり、ヒト化マウスの現状と課
題を含め、その有効利用にむけて取組みがなされている[3-5]。ヒト白血病発症機序や
白血病幹細胞の解析[6, 7]、EBV（Epstein-Barr virus）、HTLV-1（human T-cell leukemia virus 
type-1）や HIV（human immunodeficient virus）などのヒト特異的なウイルスの感染症、
腫瘍化の in vivo 解析等に利用されている[8-11]。 さらに、ヒトに侵襲を与えることな
く解析ができる利点を生かし、新規の治療薬の効果判定等の解析にも利用されている
[12-14]。NOD/shi-scid /γc-null (NOG)や NOD/LtSz-scid /IL-2Rγ-/- (NSG)、 BALB/RAG-1 
KO/γc KO (BRG)マウスは、マウス T 細胞、B 細胞、NK 細胞や補体活性をもたない超
免疫不全マウスであり、ヒト造血幹細胞移植では高い生着率が得られ、かつマウスの
生存期間もおよそ一年半と長いことから免疫系再構築に適するとされ[1, 15]、さらに他
のヒト組織を同時に移植しなくても十分にヒト血球細胞が分化することが確認され、
多くの知見が重ねられてきた[2, 16]。これらのヒト化マウスで再構築された免疫系によ
り、ヒトの免疫応答が一部ではあるが再現できることも報告されている[2, 15, 17]。例え
ば、ヒト化マウスで分化してきた CD8 陽性 T 細胞は EBV 感染に対し細胞傷害活性を
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有する報告や[2]、B 細胞は外来抗原に対する抗原特異的な IgM 抗体産生能を有する報
告などである[18, 19]。しかし、従来のヒト化マウスでの最大の問題点は、これらの抗原
免疫に対し抗原特異的な IgG 抗体の産生能が欠如していること、つまり適切な液性免
疫が欠如していることであった[10, 17, 18]。 
以前に当研究室でヒト化マウス内のリンパ球（T 細胞、B 細胞）の特徴について解
析し、報告している[17]。T 細胞は正常に分化していたが、in vitro では TCR 刺激（抗
CD3 抗体と抗 CD28 抗体投与）に対する増殖反応が著しく低下し、IL-2 サイトカイン
産生能も低下していた[17]。さらに、これらヒト化マウスの T 細胞はアポトーシスを起
こしやすい性質を有していた[17, 20]。一方、B 細胞は未熟な分化段階で脾臓組織に蓄積
するものの、in vitro では、一部の成熟した B 細胞は形質細胞へ分化でき、IgG 抗体産
生能も有していた[17]。従って特異的抗体産生ができない原因として T 細胞の機能低下
と MHC 分子の不一致に由来する T 細胞－B 細胞間相互作用不全が考えられた。B 細
胞はヒト MHC 分子（HLA：human leukocyte antigen）を有する。一方、T 細胞は造血
幹細胞移植後にマウス胸腺内でマウス MHC 分子に教育され成熟しマウス MHC に対
する拘束性を獲得する。従ってマウス内で分化した T 細胞は B 細胞表面に発現する
HLA を認識することはできない。ヘルパーT 細胞は B 細胞表面に発現する MHC クラ
ス II 分子を認識することにより、同一抗原を認識した B 細胞に分化誘導や抗体産生
に必須なシグナルを供与するが、NOG マウス内で分化したヒトヘルパーT 細胞とヒト
B 細胞の間では相互作用ができないことが推察される。つまり、ヒト化マウスでの免
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疫機能不全（＝特異的抗体産生不全）の原因の一つは MHC 分子の不一致であると考
えられた。 
今回、私はヒト化マウスの免疫応答は MHC 分子の一致により改善するという仮説を
立て、MHC 分子を一致させたヒト化マウスを作成しその免疫能を解析した。ヒト
HLA-DRA と HLA-DRB1:0405 遺伝子をマウス MHC クラス II プロモーター下に発現さ
せたトランスジェニックマウスを作成し[21]、さらに、マウス MHC クラス II 分子をコ
ードする I-A 遺伝子をノックアウトしたマウスと戻し交配し、MHC クラス II 分子と
して HLA-DR のみを発現する NOG マウスを作成した（NOG/HLA-DR4/I-A-/- KO）。
HLA-DR4 が同じハプロタイプを有する造血幹細胞を移植し、MHC クラス II 分子が一
致するヒト化マウスを作成した。 
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３．研究目的 
 
HLA クラス II を一致させたヒト化マウスを作成しその免疫能、特に抗原特異的 IgG
産生について解析する。 
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４．研究方法 
 
ヒト造血幹細胞の単離 
マウスに移植するヒト造血幹細胞は、ヒト臍帯血から CD34 陽性細胞を単離し使用し
た。臍帯血は宮城臍帯血バンクより譲渡されたものを、東北大学大学院医学系研究科
倫理委員会の承認に基づいて使用した（承認番号 2007-110、2010-465）。また、一部
の臍帯血は理化学研究所より購入した。臍帯血からの造血幹細胞の分離法は、当研究
室のプロトコールに準じる[17]。臍帯血にシリカを加え一時間 37℃で振盪し、貪食細
胞にシリカを取り込ませた。50 ml ファルコンチューブに LSM（Lymphocyte Separation 
Medium：リンパ球分離液（MP Biomedical 社））を入れておき、その上に臍帯血を重
層した後、遠心機（2,000 回転、室温）で 30 分間遠心し、比重の違いを利用して単核
球を分離した。単離した単核球は 2％FCS を含む PBS 溶液（2％FCS-PBS）50 ml で洗
浄、遠心した後、300 μl の 2％FCS-PBS 溶液で懸濁し以下の抗体反応を行った。抗ヒ
ト Fc レセプターブロッキング抗体を 50 μl 添加し 15 分、4℃で反応させ、次いで抗ヒ
ト CD34 抗体-ビオチン標識を 50 μl 添加し 10分間 4℃で反応させた。抗体反応液を 2％
FCS-PBS 溶液 10 ml で洗浄、遠心後、細胞を 2％FCS-PBS 溶液 300 μl にて再度懸濁し
抗ビオチン抗体-磁気マイクロビーズ（Anti-biotin Microbeads（Milteniyi Biotecs 社））
を 100 μl 添加し 15 分 4℃で反応させ、CD34 陽性細胞を磁気標識した。反応液を 2％
FCS-PBS 溶液 10 ml で洗浄、遠心後に細胞を 2％FCS-PBS 溶液 7 ml で懸濁し、
AutoMACS(magnetic cell sorting(Milteniyi Biotecs 社))で分離後、LS-カラムを通し CD34
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陽性細胞を単離した。純度は 95％以上であった。 
単離した CD34 陽性細胞は細胞凍結保存液（セルバンカー™（十慈株式会社））に懸
濁し使用時まで—80℃で保存した。 
各臍帯血は特定非営利活動法人 HLA 研究所にサンプルを送付し遺伝子型を特定した。
HLA クラス II を一致させたヒト化マウスの作成には、HLA-DRB1*0405 型を有するも
のを造血幹細胞移植に使用し、コントロール群には HLA-DRB1*0405 型以外を使用し
た。 
 
HLA-DR4 (HLADRB1*0405) トランスジェニックマウスの作成 
6 週齢の NOD/shi-scid/γc null（NOG）マウスは、実験動物中央研究所より購入した。
マウスに導入するヒト MHC クラス II 抗原（HLA-DR）には、ハプロタイプの合致し
たドナー臍帯血獲得を容易にするために、日本人の約 13.62 ％が有するハプロタイプ
である HLA-DRB1*0405 を選択した(http://www.hla.or.jp/,2010 年度のデータに基づく)。
HLA-DR をマウスクラス II 分子の発現制御様式に一致させるため、pDOI5 ベクター[21]
（Mathis 博士と Benoist 博士(Harvard Medical School)より享受した）にクローニングし
た HLA-DRA（HLA-DRα鎖）および HLA-DRB1*0405（HLA-DRβ鎖一亜型）の遺伝
子断片を NOD マウスの受精卵にマイクロインジェクションしてダブルトランスジェ
ニックマウスを樹立した（NOD/HLA-DR4）。この NOD/HLA-DR4 マウスをさらに NOG
マウスへと戻し交配し NOG マウス背景での HLA-DRB1*0405 Tg マウス
（NOG/HLA-DR4）を作成した。マウス内での HLA-DR 抗原発現の有無は、マウス由
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来の血球細胞・マウス胸腺上皮細胞をそれぞれフローサイトメトリー・病理組織染色
で確認した。 
また、マウス MHC クラス II 抗原である I-A 分子をホモにノックアウトした NOG マ
ウス（NOG IAβ-/-）[17, 22]とトランスジェニック NOG マウス（NOG/HLA-DR4）を掛
け合わせることで、MHC クラス II 抗原が完全にヒト型となるマウスを作成した
（NOG/HLA-DR4/I-Aβ-/-）。今回の実験に使用したマウスは NOG/HLA-DR4 IAβ-/-であ
る。マウスの飼育は東北大学医学系研究科附属動物実験施設（SPF 環境下）にて、解
析は動物実験ガイドラインに準じ行った（承認番号：20 医動—85、21 医動—77、22 医
動—165、2011 医動—139）。 
 
造血幹細胞移植 
8～10 週齢の NOG/HLA-DR4/I-Aβ-/-マウスへ 1.2 Gy の放射線照射後、24 時間以内に、
尾静脈から１×105 個の CD34 陽性細胞を移植した。CD34 陽性細胞の HLA-DR のハプ
ロタイプは事前に検索し、ハプロタイプ一致の造血幹細胞（DRB1:0405 陽性 HSC）、
あるいは不一致造血幹細胞（DRB1:0405 陰性 HSC）を移植した群を作成し、HLA-DR
の一致の有無によるヒト化マウスの免疫学的差異を比較検討した。 
 
フローサイトメトリー解析、使用抗体 
１．マウス細胞用抗体 
抗 I-Ak –FITC（NOD I-Ag7 に交差反応する）、抗 CD11c-phycoerythrin (PE)、抗 CD11b-PE、
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抗 CD19-PE、抗 6C3-PE、抗 CD45-APC の各抗体は BD Pharmingen 社より購入した。 
２．ヒト細胞用抗体 
抗 CD24-FITC 抗体は eBioscience 社より購入した。 
抗CD19-FITC、 抗CD34-FITC、 抗CD45RA-FITC、抗CD5-PE、抗CD8-PE、抗CD38-PE、
抗 CD3-allophycocyanin (APC)、抗 CD4-APC、抗 CD19-APC、抗 CD45-APC-Cy7、抗
CD62L-PE-Cy7 の各抗体は BD Pharmingen 社より購入した。  
抗 CD4-Pacific Blue、抗 CD8 Pacific Blue の各抗体は Biolegend 社より購入した。 
抗 CD34-biotin 抗体は Serotec 社より購入した。 
以上を添付文書に従い使用した。 
３．ヒト化 NOG/HLA-DR4/I-Aβ-/-マウスの血球細胞の表面抗原の解析 
FACS Canto II（BD Bioscience）を使用し行った。胸腺、脾臓、骨髄から得た細胞を
ACK バッファー（Erythrocytes Lysing Buffer）で処理し、赤血球を溶血させ単核球を
得た。2％FCS-PBS 溶液で細胞を懸濁し（溶液 2 ml、細胞は 5～100×106 個）、細胞浮
遊液を作成した。表面抗原の解析のため、3×105 個の細胞を含む細胞浮遊液に適切な
抗体を投与し氷上で 15 分間反応後、2％FCS-PBS 溶液で洗浄、遠心した。細胞は 2％
FSC-PBS 溶液 200 μl に再度懸濁し、PI（propidium iodide）溶液を添加した後フローサ
イトメトリーで測定し、抗原発現の有無を FACS Diva software (BD Biosciences 社)で解
析した。 
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ELISA 
OVA 特異的 IgM 抗体、IgG 抗体価の測定 
ヒト化した NOG マウス血清中のヒト IgM 抗体価、および IgG 抗体の検出には Human 
Immunoglobulin Assay Kit (Bethyl 社)を使用した。抗原特異的免疫反応を検出するため、
に、ヒト化 NOG マウスに卵白アルブミン（ovalbumin (OVA)）とアジュバントである
Alum（COSMO BIO 社）を PBS 溶液で懸濁し、全量 500 μl として週 1 回、計 4 回（初
回 20 μg、2 回目以降は 10 μg）腹腔内に投与した。最終免疫から 3 日後、マウスの血
清を回収した。OVA に対する特異的抗体の測定には、ELISA 法を用いた。ELISA は
以下のように行った。96 穴プレートを 1 μg/ml の OVA でコートし 4℃で一晩静置した。
プレートを WASH Buffer（BD Bioscience 社）で洗浄し、1％BSA（Bovine Serum Albmin）
-PBS 溶液で 2 時間室温でブロッキングした。プレートを洗浄し、IgM の測定には 2,000
倍希釈から 2 倍ごとの希釈で 8 段階、IgG の測定に 3 倍希釈から 3 倍ごとの希釈で 8
段階まで希釈したマウス血清を各ウェルに加え、室温で 90 分インキュベートした。
プレートを洗浄し、10,000 倍に希釈した二次抗体を加え、室温で 1 時間インキュベー
トした。二次抗体は HRP（horseradish peroxidase）標識ヤギ抗ヒト IgM 抗体、IgG 抗
体（Bethyl 社）を用いた。プレートを再度洗浄し、フェニエジアミンにて HRP を発
色させ、マイクロプレートリーダーで 450 nm の波長を測定した。マウス血清中の抗
体価は、コントロールの非免疫 NOG マウス血清の吸光度と等価の吸光度を示した希
釈段階を整数値として表現した。  
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in vitro 細胞培養   
１．T 細胞分裂能の解析 
造血幹細胞から16 - 20週後に HLA一致あるいは不一致のヒト造血幹細胞を移植した
NOG マウスの脾臓を回収した。脾臓細胞は脾臓をスライドガラスで圧迫し挫滅する
ことにより調整し、赤血球溶血処理により単核球細胞浮遊液（RPMI1640 溶液（10％
FCS））を作成した。細胞浮遊液を遠心し、上清を完全に除去した後、室温にて 2 分
30 秒、CSFE（Invitrogen 社）を反応させた。反応後 D-MEM 溶液（10％FCS）にて細
胞を洗浄し、RPMI1640 溶液（10％FCS）に懸濁し、細胞数をカウントした。1×105 個
の CD3 陽性 T 細胞を含む細胞溶液を 500 μl の培養液（RPMI1640、10％FCS、2-メル
カプトエタノール（50 μM）(ナカライテスク社)）に懸濁し 48 穴プレートを用い培養
した。T 細胞の刺激のため、抗 CD3 抗体（クローン OKT3, 2.5 μg/ml) (BD pharmingen
社）と抗 CD28 抗体(1 μg/ml) (Biolegend 社) を培養液に添加した。一方、抗 CD3 抗体
と抗 CD28 抗体を添加しない培養群をコントロールとして用いた。インキュベータで
6 日間培養後細胞を回収し、細胞は抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体で細胞を染色後、CSFE
の蛍光強度をフローサイトメトリーで解析した。 
２．T 細胞サイトカイン産生能の解析 
上記 T 細胞の培養 6 日後、培養した細胞を回収し、抗 CD4 抗体を投与し 15 分間、4℃
で反応させ表面抗原を染色した。細胞を 2％FCS-PBS 溶液で洗浄し、Golgi-plug (BD 
pharmingen 社)存在下、PMA (50 ng/ml) と ionomycin (1 μg/ml)で 4 時間、37℃で細胞を
再刺激しサイトカイン産生を誘導した。細胞を回収し Cytofix/Cytoperm solution (BD 
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Biosciences 社) にて細胞固定および細胞膜透過処理を行った後、抗 IFN-γ 抗体、抗 IL-2
抗体を添加し 25 分、4℃で染色した。細胞は洗浄後、フローサイトメトリーで測定し、
抗原発現の有無は FACS Diva software (BD Biosciences)で解析した。 
 
病理組織免疫染色 
組織標本は、4％ホルマリン固定後、アルコールにて脱水処理を行った。加熱したク
エン酸塩を含むバッファーにて細胞内アルコールを除去後、組織パラフィン切片を作
成しマウス抗 HLA-DR 抗体を 4℃で一晩反応させた。内因性ペルオキシダーゼを 0.3％
過酸化水素メタノール溶液で除去後、二次抗体として HRP 標識ポリマー試薬（DAKO 
ENVISION 
TM
 ＋SYSTEM（DAKO 社））を 40 分間、室温で反応させた。次に
3,3’-diaminobenzidine (DAB)+ substrate-chromogen を 5 - 10 分間室温にて反応させ、抗
原を発色させた。 
 
統計検定 
 
STATmate ソフトウェアを使用し Welch の方法にてｔ検定を行った。 
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５．研究結果 
 
１）HLA-DRB1*0405 遺伝子トランスジェニックマウス内での HLA-DRの発現 
マウス内で HLA 分子を発現させるため、ヒト HLA-DRA1・HLA-DRB1:0405 遺伝子を、
マウス MHC クラス II プロモータ下で発現する HLA-DRB1:0405 トランスジェニック
NOD マウスを作成した（NOD/HLA-DR4）。HLA-DR を発現する系は一系統のみであ
った。MHC クラス II を発現するのは主に抗原提示細胞（B 細胞、樹状細胞（DC）、
マクロファージ（Mφ）や胸腺上皮細胞（TEC）であるが、FACS 解析の結果、トラン
スジェニックマウス由来のこれらの細胞上で HLA-DR の発現が確認された
（Figure.1A）。免疫組織標本でも胸腺間質に HLA-DR 陽性の領域を認め（Figure.1B）、
T 細胞の正の選択に重要な胸腺でも十分な発現があることが示された。また、
NOG/HLA-DR4/I-Aβ－/－マウス由来の抗原提示細胞も HLA-DR タンパクを発現してい
た（Figure.1C）。健常人末梢血と NOD/HLA-DR4 マウス脾臓由来のマクロファージを
抗 HLA-DR 抗体（APC 標識）で染色した際、健常人末梢血由来のマクロファージの
平均蛍光強度 (mean fluorescent intensity; MFI)が 2,465 であったことに対し、
NOD/HLA-DR4マウス脾臓由来のマクロファージのMFIは300であった（Figure.1A）。
これらの結果から、健常人ヒト細胞の発現量に比較し新規トランスジェニックマウス
の細胞の HLA-DR の発現量は低いものの、NOG/HLA-DR4/I-Aβ－ /－マウスでは
HLA-DR4 の発現パターンはマウス MHC クラス II 分子のそれと一致しており[21]、以
後の解析に有用であると判断した。 
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２）造血幹細胞移植による免疫系の再構築 
２－Ⅰ. NOG/HLA-DR4/IA-/-マウス内でのヒト造血幹細胞の分化 
NOG/HLA-DR4/I-Aβ－/－マウスに放射線照射後、ヒト臍帯血由来の造血幹細胞を尾静脈
から移植し、ヒト免疫系の再構築を行った。HLA クラス II 分子を一致させるため、
ヒト造血幹細胞は同じハプロタイプを有するドナーを移植した（HLA 一致ヒト化
NOG/HLA-DR4/I-Aβ－/－ マウス：以下、HLA 一致ヒト化 NOG マウス）。一方、コント
ロールとしては異なる HLA-DR のハプロタイプを有するドナーを移植した（HLA 不
一致ヒト化 NOG/HLA-DR4/IAβ－/－ マウス：以下、HLA 不一致ヒト化 NOG マウス）。
この NOG/HLA-DR4/IAβ－/－ マウスにヒト造血幹細胞を移植すると、生着したヒト造
血幹細胞から分化した T 細胞や B 細胞を含めて、ヒト CD45 陽性細胞が移植後 3 か月
には脾臓で観察されるようになる。（Figure 2A,B）。胸腺内での T 細胞の分化は概ね正
常であり（Figure.2C）、一方B細胞はマウスのB細胞の分化段階でいうT1（transitional）
B 細胞に該当する未熟な段階（CD38high CD5+）で脾臓内に蓄積していた(Figure 2D)。
この傾向は従来のヒト化マウスでも同様に観察されており、B 細胞の成熟化には HLA
分子の一致は影響しなかった(Figure 2D)。 
 
２－Ⅱ. HLA 一致／不一致ヒト化 NOG マウスの脾臓細胞数の解析 
二次リンパ組織である脾臓を、移植後 4 か月～6 か月にかけて解析した。 
脾臓細胞数は、両群間で明らかな差を認めなかった（Figure.3A）。しかし、HLA 一致
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ヒト化マウス群では、HLA 不一致群に比べ、CD3 陽性 T 細胞数の絶対数、頻度とも
高く、とくに移植後早期の段階（4、5 か月後）で有意であった（Figure.3B,C）。さら
に、HLA 一致ヒト化マウス群では、CD4 陽性細胞の絶対数、頻度とも CD3 陽性細胞
と同様に、移植後早期の段階で有意に高いという結果が得られた。また、これら
CD3/CD4 陽性細胞の細胞数・頻度の両群間の違いは移植から 6 か月を経過すると見
られなくなった（Figure.3B,C）。 
以上のことから、移植ドナー細胞とレシピエントマウス間で HLA ハプロタイプを一
致させることにより、移植後早期に CD3 陽性細胞、さらに CD4 陽性細胞の細胞数と
出現頻度が増加することが明らかとなった。 
 
２－Ⅲ. HLA 一致／不一致ヒト化 NOG マウスの CD4 陽性Ｔ細胞の解析 
次に、HLA 一致/不一致ヒト化 NOG/HLA-DR4 /I-Aβ－/－マウスの CD4 陽性細胞の細
胞分画を詳細に調べるためにナイーブ T 細胞・メモリーT 細胞の内訳を調べた。両者
は表面抗原の違いにより、CD4+CD45RA+CD62Lhi の表面抗原を有するナイーブ T 細胞
（T naïve）、メモリーT 細胞は CD4
+
CD45RA
-
CD62L
lo
 の表面抗原を有するエフェクター
メモリー様 T 細胞 (TEM) と、CD4
+
CD45RA
-
CD62L
hi の表面抗原を有するセントラル
メモリー様 T 細胞(TCM)に分類することができる。FACS 解析の結果、ヒト化 NOG マ
ウスでは T naïve 細胞の割合が非常に低く、TEM 細胞の割合が高く、T naïve細胞が保た
れている健常人ヒト検体と比べるとその違いが明白であった（Figure.4A）。HLA 不一
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致ヒト化 NOG マウスの TEM 細胞は、時間経過によらず概ね一定であったが、HLA 一
致ヒト化 NOG マウスでは時間経過とともにその割合が増加した（Figure. 4B）。また
HLA 不一致ヒト化 NOG マウスの T naïve  細胞は、数値のばらつきが大きいため統計学
的な有意差はみられなかったものの時間経過とともに絶対数・頻度とも減少していき、
HLA 不一致ヒト化 NOG マウスでは移植後 5 カ月でピークとなる傾向を認めた。HLA
一致 NOG マウスでは時間経過とともに、TEM細胞の割合が高くなり、T naïve  細胞や TCM細
胞の割合が減少することが示された（Figure.4C）。HLA一致 NOGマウスで TEMが有意に増
加するのは、HLA分子に依存的な現象であることが示唆された。 
 
３）HLA一致ヒト化 NOGマウスの免疫能の解析 
３－Ⅰ. HLA 一致／不一致ヒト化 NOG マウスの液性免疫応答の解析 
次に HLA 一致／不一致ヒト化 NOG マウスの in vivo での液性免疫応答能を解析し
た。外来抗原（OVA）を免疫賦活剤（アジュバント）とともに腹腔内に投与した後、
マウス血清中の抗原特異的な IgG 抗体の有無を解析した。抗原として OVA タンパク
質（初回 20 μｇ／回、以後 10 μg／回）を ALUM（4 mg／回）とともに、週 1 回、計
4 回腹腔内に投与し、最終投与から 3 日後にマウス血清を回収し、抗原特異的な IgM、
IgG 抗体産生の有無を ELISA 法にて確認した（Figure.5A）。OVA 特異的な抗 IgM 抗体
は、HLA 一致 NOG マウス群、HLA 不一致 NOG マウス群のいずれにおいても免疫し
た全てのマウス血清で検出できた（Figure.5B）。OVA 特異的な IgG 抗体産生は HLA
不一致 NOG マウス群では全く見られなかったことに対し、HLA 一致 NOG マウス群
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では免疫した 10 匹中 6 匹で OVA 特異的抗 IgG 抗体の産生が確認され、なかでも高い
ものでは 6,250 倍を示す個体が出現した（コントロールは NOG マウス血清である）
（Figure.5C）。この結果は、ヒト化 NOG マウスで HLA クラス II を一致させたことに
より、T 細胞と B 細胞が機能的に相互作用し、B 細胞内で抗体のクラススイッチが誘
導されたことを示す。また、造血幹細胞移植後に免疫を開始した月で分類すると、OVA
特異的 IgG 抗体産生が確認できたのは、4 か月から免疫を開始した群では 6 匹中 3 匹
で、5 か月から免疫を開始した群では 4 匹中 3 匹であった（Figure.5C）。 
さらに、興味深いことに、NOG/HLA-DR4/I-Aβ+/－マウス群を用いた実験では、たと
えドナー臍帯血の HLA を一致させても、OVA 特異的 IgM 抗体産生は認めるものの、
IgG 抗体産生が見られなかった（Fig.5D）。これらの結果は、ヒトとマウス間で HLA
クラス II を完全に一致させ、かつマウス MHC クラス II を除くことが T 細胞と B 細
胞の機能的相互作用には不可欠であることが示唆された。 
 
３－Ⅱ. HLA 一致 NOG マウスの T 細胞機能の解析 
次に、in vitroでのTCR刺激に対する細胞分裂能とサイトカイン産生能を評価した。
HLA 一致／不一致 ヒト化 NOG マウスの脾臓から単核球を分離し、培養液に抗 CD3
抗体と抗 CD28 抗体を添加し、6 日間培養した。 
細胞分裂能は、細胞分裂に伴う CSFE の希釈レベルをフローサイトメトリーで解析
した。健常人成人末梢血由来の T 細胞と比べるとやや劣るものの、刺激に応じ分裂す
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ることが示された（Figure.6A）。 
サイトカインの産生の有無は、T 細胞の再刺激時に産生されるサイトカインを細胞
内染色法により検出することで評価した。抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体による刺激を受
け活性化した T 細胞を 6 日後に PMA（Phorbol 12-myristate 13-acetate）、Ionomycin で
再刺激を行うと、IL-2 と IFN-ɤ を産生する細胞が確認できた（Figure.6 B）。ELISA 法
で検出できる培養上清中の IL-2 サイトカイン量は検出限界以下ではあったが、この結
果は、HLA 一致 NOG マウスでは機能的な T 細胞が存在することを示している。健常
人由来のヒト T 細胞とヒト化マウス由来の T 細胞とに差が生じるものの、HLA 一致
ヒト化 NOG マウスには機能的な T 細胞が存在することが確認された。 
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６．考察 
従来のヒト化 NOG マウスでは液性免疫応答不全を認め、ヒトの免疫応答を再現で
きていないのが問題であった。その原因の一つとして、MHC 分子の不一致があげら
れていた[17]。実際にヒトの胎児由来胸腺組織と同一胎児の肝臓由来の造血幹細胞を移
植して作成したヒト化マウス（BLT マウス）では、ヒト MHC 拘束性を有する機能的
な T 細胞が分化することが報告されたが[23]、胎児組織を使用する実験系は施行が困難
なのが現状である。また、本年 Danner らによって、HLA クラス II（HLA－DR*0401）
のトランスジェニックマウスを使用したヒト化マウスモデルが液性免疫の改善を認
めたとの報告がなされた[25]。ここで構築された MHC クラス IIの構造は、マウスの I-Eβ
鎖のペプチド結合部位を、HLA-DRB1:0401 分子のものと置換し HLA-DR4 分子の構造
を模倣したキメラ体である[24, 25]。また、彼らのマウスモデルではマウス MHC クラス
II 分子である I-A 分子は正常に発現しており、ヒト液性免疫の誘導にはマウス MHC
クラス II の発現は大きな影響を与えないと推察された。しかし、今回作成した HLA
一致 NOG マウス（I-A－/－）で液性免疫誘導を認めた一方、HLA 一致 NOG マウス（I-A
＋/－）では液性免疫誘導が認められなかった。I-A 分子（マウス MHC クラス II）に拘
束性を有する T 細胞が混在することで、HLA-DR4 拘束性を有する T 細胞数が相対的・
絶対的に減少し液性免疫応答として検出できないことが予測された。T 細胞の正の選
択の過程において、マウス MHC クラス II 分子を除くことが、HLA 一致ヒト化 NOG
マウスでの良好な免疫応答の評価に理想的と思われた。また、液性免疫を誘導するた
めに、造血幹細胞移植後 4 か月、5 か月、6 か月からそれぞれ免疫を開始した際に、4
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か月、5 か月からの免疫開始では液性免疫が誘導されたが（Figure.5C）、6 か月から免
疫を開始した際には有効な免疫応答が見られなかった（データは未提示）。CD4 陽性
T 細胞数がピークとなる 5 か月までに液性免疫誘導を行うのが理想的であるかもしれ
ない。 
HLA 一致ヒト化 NOG マウスでは、CD4 陽性細胞が早期に増加し、さらに TEM 細胞
が時間経過とともに増加するという、HLA 不一致ヒト化 NOG マウスとは異なる動態
を示していた。通常、末梢リンパ球数は胸腺からの供給、末梢環境から受けるサイト
カインや MHC-TCR を介した増殖シグナル[30]、抗原刺激に伴うクローナルな増殖等で
規定される [21]。NOG マウスのように、慢性的に末梢リンパ球が減少しているような
環境では、抗原提示細胞による MHC-自己ペプチドによる TCR への刺激が亢進して
おり、MHC-自己ペプチド—TCR シグナルを介し Tnaive 細胞が早い増殖を呈し TEM
化することが示唆されている[26]。この現象は、Tnaive 細胞を慢性的なリンパ球減少
状態を有するレシピエント（RAG 遺伝子欠損マウスや scid 遺伝子変異マウス等）に
移入した際に観察される[26]。末梢リンパ球の不足を補うため、胸腺内でも T 細胞の分
裂が促進され末梢へ移行することが知られている[27, 28]。胸腺から末梢へと流れ出た
Tnaive 細胞は、リンパ球減少を感知しMHC-自己ペプチドを提示するAPCによって、
MHC-TCR を介した増殖促進刺激を受ける。HLA 不一致ヒト化 NOG マウスでは、マ
ウス APC のみが刺激することに対し、HLA 一致マウスでは、マウス APC に加え、ヒ
ト B 細胞、ヒト APC からも刺激を受けることになる。つまり、HLA 一致ヒト化 NOG
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マウスではより増殖刺激を受けやすい環境にあるため、HLA 一致／不一致でみられ
るような末梢での T リンパ球ホメオスタシスの違いを呈したと思われた。 
  以前に、ヒト化 NOG マウスの T 細胞は、in vitro での抗原刺激に対する細胞分裂
能が低いことを報告した[17]。ヒト化 NOG マウスの CD4 陽性 T 細胞は、健常人末梢血
CD4 陽性 T 細胞に比べ、Fas（CD95）を発現する細胞数が多く、抗 CD3 抗体と抗 CD28
抗体投与条件下等の強い TCR 刺激に対し細胞死を起こし易い形質を有している[17]。
実際に、健常人末梢血の Tnaive 細胞には Fas の発現を認めず、一方 TEM 細胞は Fas を
発現し、活性化に対しアポトーシスを生じやすい。今回、ヒト化 NOG マウスでは
Tnaive 細胞が少なく、活性化した TEM 細胞数が増加していることを明らかにしたが、
抗原刺激に対し‘死にやすい’ TEM 細胞を多く含む場合、刺激に対する反応性の低下
が観察されると考察された。NOG マウスの腎被膜下に NOD/SCID マウス由来の胸腺
を移植した後にヒト造血幹細胞を移植した胸腺移植ヒト化マウスモデルでは、Tnaive 
細胞の割合が高く、このヒト化マウスの T 細胞は、in vitro での T 細胞刺激に対し健
常人 T 細胞と同等の分裂能を呈していた（データは未提示）。この結果から、ヒト化
NOG/DR4/I-A
-/-マウスにおいて、末梢における T naïve 細胞数が維持できるならば、ヒ
ト免疫をより理想的に再現できるのではないかと思われた。Tnaive 細胞数を規定する
要因は大きく２つあり、一つは胸腺からの供給量[27, 28]、二つ目は末梢における恒常的
増殖（homeostatic proliferation）である[29, 30]。胸腺からの供給量を増やすには、上述の
ように異所性に胸腺上皮を移植すること、KGF（keratinocyte growth factor：ケラチノ
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サイトグロースファクター）の投与や、胸腺上皮細胞に FLT3 リガンドを強制発現さ
せ胸腺上皮細胞の増殖を促進する試みである[31-35]。また、末梢でのリンパ球数の維持
には、二次リンパ組織であるリンパ節も重要な役割を果たしている。リンパ節内網内
系細胞は T naïve 細胞の維持に重要な IL-7 サイトカインを産生する細胞であるが[36]、
NOG マウスのようにリンパ節形成が非常に乏しい個体においては[37-39]間質からの
IL-7 が不足することが想定される。外来的なヒト IL-7 の補充（ノックインマウス等）
は、末梢での Tnaive 細胞の適切な維持に重要であると思われる。適切な T naïve 細胞
の維持を in vivo モデルで確立する手法は、ヒトの造血幹細胞移植後のリンパ球減少
症の解析や改善にも有用であるかもしれない。 
 ヒト化マウスはヒト免疫系を解析するのによいモデルであり、今回、ヒト免疫応答
を改善したヒト化 NOG/HLA-DR4/I-A-/-マウスは、ヒト免疫を解析するのにさらに適し
たモデルと考える。抗原特異的な IgG 抗体産生能を有することは、様々な外来抗原に
対するモノクローナル抗体産生能があることを示唆される。感染症や悪性腫瘍に対す
る有効なワクチン開発など、ヒトの治療を含めた臨床応用に役立つものと思われる[18, 
19]。さらにこのヒト化マウスにおける改善としては、ヒトサイトカインのノックイン
マウスを利用し、ヒトの造血幹細胞の維持や増殖を改善させる試みである[40-42]。 
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７．結論 
免疫系ヒト化マウスの作成において、ヒトとマウス間で HLA クラス II を一致させ
ることにより、液性免疫能を改善することができた。 
さらに適切なヒトの免疫応答を再現するために、末梢でのリンパ球維持を改善する
ことが今後の課題である。 
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１０．図の説明 
 
Figure.1 HLA-DRB1*0405 遺伝子トランスジェニックマウスは HLA－DR を発現して
いる 
A： NOD マウス、NOD/HLA-DR マウスの脾臓細胞を抗 HLA-DR 抗体と抗マウス（m）
CD19 抗体（CD19:B 細胞抗原）、抗 mCD11c 抗体（CD11ｃ：樹状細胞抗原）、抗 mCD11b
抗体（CD11b：マクロファージ抗原）、抗 6C3 抗体（6C3：マウス胸腺上皮細胞）で、
健常人末梢血を抗ヒト（h）CD11b 抗体と抗 HLA-DR 抗体で染色した。フローサイト
メトリーで解析した。各々の左にドットプロット展開図を、右にヒストグラムを表示
した。 
B：NOG/HLA-DR/IA-/-マウスの胸腺をホルマリン溶液で固定し、パラフィン切片とし
た後、抗 HLA-DR 抗体で免疫染色を行った。図の（➜）は HLA－DR 抗原陽性部位を
表す。 
C：NOG/HLA-DR/IAβ-/-マウスと NOG マウスの脾臓細胞を抗 HLA-DR 抗体、抗
mCD11c 抗体と抗 mCD11b 抗体で染色した。左が NOG/HLA-DR4/IA-/-マウス、右が
NOG マウスの脾臓細胞である。 
 
Figure．2 ヒト化 NOG/HLA-DR4/IA-/-マウスではヒト B 細胞・T 細胞の分化が観察
される 
A：造血幹細胞移植後 16-24 週の HLA 一致ヒト化 NOG マウスの脾臓細胞を、抗 mCD45
37 
抗体（CD45：血球細胞抗原）および抗 h（human）CD45 抗体で染色した。 
B：HLA 一致ヒト化 NOG マウスの脾臓細胞を抗 hCD19 抗体（CD19：B 細胞抗原）
および抗 hCD3 抗体（CD3：T 細胞抗原）で染色した。 
C：HLA 一致ヒト化 NOG マウスの胸腺細胞を抗 hCD4 抗体および抗 hCD8 抗体で染
色した。 
D：HLA 一致ヒト化 NOG マウスの脾臓細胞と、健常人末梢血由来の単核球細胞を、
抗 hCD19 抗体、抗 CD5 抗体および抗 CD38 抗体で染色した。 
 
Figure.3  ＨＬＡ一致／不一致ヒト化ＮＯＧマウスの脾臓細胞数の解析 
A：HLA 一致ヒト化 NOG マウスと HLA 不一致ヒト化 NOG マウスの脾臓数を造血幹
細胞移植 4 か月、5 か月、6 か月の異なる時期に解析した。 
左が HLA 不一致ヒト化 NOG マウス（4 か月：n=5、5 か月：n=4、6 か月：n=5）、右
が HLA 一致ヒト化 NOG マウス（4 か月：n=3、5 か月：n=6、6 か月：n=4）である。 
B：CD3 陽性細胞の、脾臓細胞全体に対する割合（左）、CD3 陽性細胞絶対数（右）
を示す。 
C：CD4 陽性細胞の、脾臓細胞全体に対する割合（左）、CD4 陽性細胞絶対数（右）
を示す。（**：p < 0.01、*：p < 0.05） 
 
Figure.4 HLA 一致ヒト化 NOG マウスの CD4 陽性細胞形質の解析 
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A：HLA 一致ヒト化 NOG マウスの脾臓細胞（左）と健常人末梢血単核球（右）を抗
CD4 抗体、抗 CD62L 抗体および抗 CD45RA 抗体で染色し、フローサイトメトリーで
解析した。図は CD4 陽性細胞による、CD62L と CD45RA の発現を表したものである。
Tnaive 細胞（CD4+CD45RA+CD62Lhi）、TEM（CD4
+
CD45RA
-
CD62L
lo）、TCM 細胞
（CD4+CD45RA-CD62Lhi）に分類される。 
B： HLA 一致ヒト化 NOG マウスと HLA 不一致ヒト化 NOG マウスの CD4 陽性細胞
を造血幹細胞移植後 4 か月、5 か月、6 か月で解析した。CD4 陽性細胞に対する TEM
細胞の頻度（左上）、絶対数（右上）、Tnaive（Tn）細胞の頻度（左下）、および絶対
数（右下）を散布図にて表示した。（**：p < 0.01、*：p < 0.05） 
C：HLA 一致ヒト化 NOG マウスと HLA 不一致ヒト化 NOG マウスの CD4 陽性細胞の
分画（Tn、TEM、TCM）を棒グラフで表した。 
 
Figure.5  HLA 一致／不一致ヒト化ＮＯＧマウスの液性免疫応答の解析 
A：HLA 一致／不一致ヒト化 NOG（NOG/HLA-DR4/I-Aβ-/-）マウスの腹腔内に OVA
タンパク（1 日目（OVA 20 μg）、7、14、21 日目（OVA 10 μg））と ALUM（4 mg/回）
を投与した。24 日目にマウスの血清を回収し、ELISA 法にて OVA 特異的抗体（IgM、
IgG）を測定した。 
B：OVA 特異的 IgM 抗体を測定した（I-Aβ-/-）。マウス血清は 2,000 倍希釈から二段階
希釈を行い、陰性コントロールの吸光度と等価の吸光度を示す最大希釈濃度を IgM 力
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価とした。 
C：OVA 特異的 IgG 抗体を測定した（I-Aβ-/-）。マウス血清は 3 倍希釈から三段階希釈
を行い、陰性コントロールの吸光度と等価の吸光度を示す最大希釈濃度を IgG 力価と
した（左）。造血幹細胞からの免疫開始時期（4 か月、5 か月）で分類し、HLA 一致
ヒト化 NOG マウスの OVA 特異的 IgG 抗体を測定した（右）。B,C の陰性コントロー
ルには NOG マウス血清を使用した（コントロールマウスは造血幹細胞移植や抗原免
疫を行っていない） 
D：HLA 一致／不一致ヒト化 NOG（NOG/HLA-DR4/I-Aβ＋/-）マウスの OVA 特異的 IgG
抗体を測定した。（HLA 不一致：n=2、HLA 一致：n=5） 
 
Figure．6 HLA 一致ヒト化 NOG マウスの T 細胞機能の解析 
A：HLA 一致ヒト化 NOG マウスの脾臓細胞と健常人末梢血単核球を CSFE でラベル
し、抗 CD3 抗体（2.5 μg/ml）と抗 CD28 抗体（1 μg/ml）で刺激し 6 日間 37℃で培養
した。細胞を回収し抗 CD4 抗体で染色し、フローサイトメトリーで解析した。ヒト
末梢血 CD4 陽性細胞（上段）、HLA 一致ヒト化 NOG マウス脾臓 CD4 陽性細胞（下段）
である。陰性コントロールには抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体を添加せず培養した細胞を
使用した（stim(-)）。 
B：HLA 一致ヒト化 NOG マウスの脾臓細胞と健常人末梢血単核球を抗 CD3 抗体（2.5 
μg/ml）と抗 CD28 抗体（1 μg/ml）で刺激し 6 日間 37℃で培養した。細胞を回収し、
Golgi-plug で処理後、PMA (40 ng/ml) と ionomycin (4 μg/ml)で再刺激を行った。細胞
40 
固定および細胞膜透過処理を行った後、抗 IFN-γ 抗体、抗 IL-2 抗体で細胞内サイトカ
インを染色し、フローサイトメトリーで解析した。 
